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紫外吸収差スペクトルによる
ウシ血清ア Jレプミンの尿素変性についての研究
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要 旨 5M尿素によるウシ血清アルブミンの変性に
よる構造変化を紫外吸収差スペクトルで調べた.変性に
よるスぺクトル変化は瞬間的に起乙る変化と，ひきつづ
き付加的に起こる変化があり，付加的変化はスルフヒド
リル基とジサルファイド基の交換反応によることを示し
た.差スペクトルの形からチロシン残湛の周囲の環境変
化があることが観察されたが， トリプトファン残基につ
いては不明であった.反応の可逆性，システインの影響
を検討した.
1.緒言
著者ら1)は先にウシ血清アルブミン(以下BSAと略記
する)の尿素変性について主にポリアクリルアミドゲル
電気泳動法を用いて検討した.その結果尿素変性は尿素
添加後直ちに起乙る BSA分子の膨脹または膨潤の過程
と，ひき続く分子閥および分子内のスルフヒドリル基と
ジサルファイド基の交換反応による分子の重合および変
形単量体を生ずる過程を含んでいることを示した.ゲル
電気泳動法は後者の過程を調べるには有効であったが，
尿素添加後直ちに起ζる変化については何らの知見も与
えなかった.紫外吸収差スペクトルによる BSAの尿素
変性の研究は Glazerら却によって行われている以外に
はあまりみられないが，差スペクトJレ法は変性の初期の
変化を調べるのに有効と考えられる.
本研究はpH9，5M尿素中でのBSAの差スペクトJレを
測定し，尿素変性による BSAの構造変化についての知
見を得る乙とを目的とした.
2.実験
結晶ウシ血清アルブミンはArmour社のものを脱脂せ
ずにそのまま使用した. BSA水溶液の濃度測定は紫外
分光光度計を用いて 279m，uの吸光度を求め， Eiz 
=6.67の値から計算する方法で行なった.尿素その他の
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話薬は市販の特級品をそのまま使用した.
BSAのスルフヒドリル基をブロックするためには1当
量ないし2当震のヨードアセトアミドを用いた.反応は
pH8.9， 0.083Mトリス・ 0.004MEDTA・0.013Mホウ
酸(合計モル数O.lM，以下合計モル数で濃度を表示す
る)緩衝液中で24時間行なった.過剰のヨードアセトア
ミドを透析することはしなかった.
紫外吸収差スペクトルの測定は日本分光の ORD/U
V5および目立EPS-3型自記分光光度計を使用して行
なった.タンパク質濃度は0.33%とし，緩衝液は pH8.
9， O.lMトリス・EDTA・ホウ酸緩衝液を用いた.セル
は1cmセルを使用した.試料溶液の調製においては，試
料と対照溶液のタンパク質濃度の差がないように十分注
意を払った.
3.結果
pH8.9でBSAを5M尿素にさらすと，尿素添加直後K
279m，uの吸収極大の青色移動が起こる.同じpHのnative
な BSAを対照とした差スペクトJレは280m，uK肩をもっ
287~288mr のするどい極小が観察された.また 300mμ
付近に巾の広いなだらかな極大がみられた(図1).乙の
差スペクトJレはGlazerら2)がpH5.1，7M尿素中のBSA
について得たものと一致した.これらの極小，極大は時
間とともに変化し，差吸収は増大した -L1A28ト 288
と時間との関係を図2に示した -L1Aの値は尿素添加
後90分までは比較的速く増加し，それ以後は除々に増加
した.
BSAのスルフヒドリル基 (SH基)をヨードアセトア
ミドでブロックし，その効果を調べてみた.SH基をブ
ロックしたBSA(以下B司BSAとも略記する)をBSAの
場合と同様にpH8.9で尿素にさらし，11R素を含まない同
じpHのB-BSAを対照とする差スペクトJレをとると，や
はり尿素添加直後KBSAと同じ極大，極小が観察され
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た(図 1).しかし時聞にともなう差スペクトノレの変化
は全くとrかった.尿素添加直後の :!A288の値はSH基を
ブロックしない場合とほとんど同じであった〔図 2). 
5M尿素中の BSAを誌料とし 3 同じく 5M尿素中の
B-BSAを対照とする差スペク卜Jレは9 ヒの結果から予
想されるように時間とともに 287~ 288mμ の極小を生
じる.しかし 300mμ 付近の極大は観察されなかった
(図3). 
O.02Mのシステインを加えると BSAおよびB-BSAの
5M尿素中の差スペクトルは，ともに287~288mμで、の極
小が異常に大きくなる.尿素添加5分後の最初の測定で
すでにシステインを加えtJ:い場合の 3.7倍にも達した.
40~50分後まで、わずかな増大を示すがそれ以後はほとん
ど変化しなかった.それに対して 300m，u付近の極大は
システインを加えない場合と変らないかむしろ小さかっ
た(図 1および図2).また 275mμ 以下のスペクトル
はシステインが在在しない場合に比較して大きく異なっ
ており. 252mμ付近に極小があらわれた.
反応の可逆性を検討するため尿素濃度の希釈による効
果さを調べてみた.l%BSAまたはB【BSAを一定時間5M
尿素にさらした後lζp緩衝液で尿素濃度を 3分の 11こ希
釈して 1.6Mとし，対照溶液として1.6M尿素中の BSA
または B-BSAをとってL測定した差スペクトルの 1例を
図4l乙示すー差スペクトルは 5M尿素中で測定したもの
。
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図1 5M尿素中でのBSAの差スペクトJレ
: BSA，尿素添加後5分，
.-:SH基をブロックしたBSA，60分，
: BSA， 24時間
一一一:BSA+O園田システイン， 5分，
BSA濃度0.33~ぢ
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より著しく小さくなった. BSA については，はじめの
尿素処理の時聞によって形および;L1A288の大きさが呉な
り，長時間のものほどL1AZ88の値が大きかった -L1A
288の他と時間の関係が図 21こ示されている.希釈後の
時間の経過によっても付加的に L1A Z88の他心ご小さくな
ったー B-BSAの場合は予r明した記1iJ ，尿素濃度の希釈
によって青色移動から赤色移動に変わるという結果を得
た.これは尿素添加後の経過時間lこ無関係であった.こ
れらの結果は BSAについては反応に不可逆的過程が含
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図2 -L1A2S寸-288の 1与聞にともなう変化。:5M尿素中の BSA(0.33%) 
⑫ :5M尿素中のSH基去をブロックしたBSA(0.33%) 
口:5M尿素中の BSA(0.33%)トー0.02Mシステイン
ム :5M尿素中に1O~180分さらした BSA の尿素濃度
を1.6Mlこ希釈して5分後，対照溶液は1.6M尿素
中の BSA
。
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図3 5M尿素中の BSAと SH墓をブロ
ックしたBSA(対照)の差スペクトル
1: 11分， 2: 60分 3:120分，
4: 300分， BSA濃度0.33%
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まれており， B同BSAの場合は完全に可逆的変化である
ことを示した.
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図4 尿素濃度の希釈による差スペクトルの変化
1 : BSA， 5M尿素lと250分さらした後に尿素濃度
を希釈，希釈後 5分
2 : BSA， 5M尿素中5分，希釈後 5分
3 :SEをブロックしたBSA，5M尿素中60分，希
釈後 5分
BSA濃度0.33%，対照溶液1.6M尿素中のBSA
3. 考察
5M尿素中の BSAについて観察される差スペクトルの
280m ，u 1こ肩をもっ 287~288mμの極小は明らかにチロシ
ン残基近傍の環境の変化によるものである.これはBSA
の酸性領域で観察される差スペクトルと類似している 2)
3) このいわゆる変性による青色移動の原因は水素結合
の切断と考えられたこともあったがp 現在では変性によ
ってタンパク質分子の内部が崩展して，そこに存在して
いた発色団がより屈折率の低い洛媒に露出するためと解
釈されている.
300m，u付近の巾の広い極大は赤色移動によるものとは
かならずしもいえない.この波長付近での尿索中のBSA
の段収スペクトルと nativetJ: BSAの吸収スペクトル
を比較すると，前者の吸収強度ぷ大きくなっている.こ
の部分だけが赤色移動を起こしているかのようにみえる
が，単に吸収強度が変イじしたものかもしれない.300m，u 
付近のこのピークはリゾチームの尿素変性5) あるいは
塩酸グアニジ/による変性s)および温度差スペクトル7)
で顕著に観察される.またpH4.5~3.5 での BSAの差ス
ペクトJレでもみられるが，その原因は十分議論されてい
ない. トリプ卜ファン残基の12境変化によるピ クは普
通294'11μにみられるので校長のずれがある.図 1と凶 4
の曲線1を比較してみると， 1示素濃度を希釈した場合の
差スペクトJレはこの極大の位置が 294mpI乙移動してい
る.したがってもともとこの極太は 294mμ にあって，
チロシン残基の極小が大きいために打ち消されて，みか
け上は 300mμ に極大メあるようにみえるのかもしれな
L、
250mμ~270m，uの波状の差スペクト Jレはフェニノレアラ
ニン残基の環境変化によるものと考えられる.フェニル
アラニンの pH8.9，5M尿素中の差スペクトルはBSAの
差スペクトルと異なって山と谷が逆になる.また吸収ス
ペクトルのシフトはなく，強度変七のみ観察される圃し
たがって 5M尿素中の BSAの 250~2"70mμ での差スペ
クトルは尿素の溶媒効果によって生じるものではない.
やはり変性による立体構造の変化に帰因するものであろ
っ.
尿素巾のBSAとSH基をブロックした BSAについて得
られた結果の相異から， BSAの差スペクトルの時聞に
よる変イじにはSH基が関係していることが知られた.SH 
基とSS基の交換反応が BSAの尿素変性の第2段階で起
ζ ることは早くから報告されていたが 8)9) 10) ，十分な
確認はなされていなかった。著者らは先の研究で分子聞
の交換反応で BSAが重合し多量体を形成するととも
に，分子内交換反応で変形単量体を生じることを確認し
た1) いずれの場合も BSA分子を抱束している分子内
SS結合の切断が起こる.そして SS結合の切断はチロシ
ン残基を露出させると考えられる. SS結合切断の効果
は0.02Mシステインを添加することによって一層明確に
なった.この場合の L1C288は-6000M-1・ClIl-1である.
トリブトファン残基の寄与を無視し，チロシン残基1個が
露出するときのL1el乙対する寄与を "700とすると 11)， 8~ 
9個の新たな露出があったことになる.同様の計算から
5M尿素にさらした直後では 2個，一昼夜さらしたもの
は4個のチロシン残基が露出されたことになる.ただし
この計算はトリブトファン残基の寄与を全く無視したも
のであるから，およそのめやす吾示すにすぎない.
Foster12)は血清アルブミンのモデルとしてサブユニ
ットモデルを提案した.それによるとペプチド鎖は積み
重さねたように平な4つのサブユニットに折りたたまれ
た状態にあり， 2つの疎水界面と 1つの親水界面がサブ
ユニット間に脊在する圃血清アルブミンの N-F異性化
はこの界面がひらくことで説明されている.また Hersk-
ovitzら13) および LaskoVTsky14)はsolventperturb同
ation difference spectrumlこより，血清アルブミン分
子に裂け目が在在し， N-F異性化はその裂け目が開く
ことに相当することを見出した.彼らはこの裂け目が開
くことが Fosterのサブユニットモテツレの界面が開くこ
とと一致すると解釈した.Herskovitz-:らはその界面の
間に 3~5 仰のチロシン残基が存在し， N-F異性化に
よって露出すると考えた.N-F異性化による dε288/
ε2刊の値は SH基がブロックされたBSAを5M尿素にさ
らしたときのム288/ε2刊とほぼ同じ程度である.した
がって 5M尿素という比較的緩和な変性条件では N-F
異性化と同程度の構造変イじが起こるものと考えられる.
尿素濃度を希釈することにより， BSA については麦
スペクトルのピークが小さくなり， SH基をブロックし
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TこBSAで、は赤色移動に変わることは，尿素変性の第1段
階すなわち尿素添加直後に起とる大きたE変化は全く可逆
的な変わであることを示している.そして SH基とSS基
の交換反応が起きではじめて不可逆な過程うま進行する.
しかし交換反応の倍果ひき起こされる変化にも一部可逆
的変イじが含まれていること;ま，尿素濃度の希釈によるス
ペクトルの変化が希釈後の時間にわずかながら依寄レて
いる乙とによって示される.これは ss結合の回復が部
分的に起こるためであろう.
今回はpH8.9，5M尿素という限られた条件下での実
験であったため卜;守な議論ができなかったー現在，血清
アルブミンのN-F異性化，酸膨張などとの関係を明ら
かにするため pHおよび尿素濃度の影警を検討中であ
る.
最後に，本研究を進めるにあたって御指導をいただい
た岐阜大学工学部の青木幸一郎教授に深く謝意を表しま
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